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(54) Title: USE OF SEQUESTRANTS FOR TREATING PRION DISEASES 

(54) Titre : UTILISATION DE CHELATEURS DANS LE TRAITEMENT DES MALADIES A PRIONS 

(57) Abstract: The invention concerns the use of sequestrants for treating prion diseases. Particularly, it concerns sequestrants 
used for preparing a pharmaceutical composition for treating or preventing prion diseases in human and animal and, more generally, 
diseases mediated by non-conventional transmissible agents. Clioquinol and phanquone sequestrants are preferred sequestrants for 
preparing said composition. The invention also concerns methods for treating or preventing prion diseases. 

(57) Abrege : L' utilisation de chelateurs dans le traitement des maladies a prions est descrit. En particulaire chelateurs sont utilise 
pour le preparation d'unc composition pour la preparation d'unc composition pharmaccutique destinee au traitement ou a la preven- 
tion des maladies a prions chez l'homme ou 1' animal et, plus generalement, des maladies provoquees par les agents transmissibles 
non conventionnels (ATNC). Les chelateurs clioquinol et phanoquinon sont chelateurs prefere dans le preparation de le composition 
en haut. Metodes pour le traitement ou a la prevention des maladies a prions sont decrites. 
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Utilisation de ch&ateurs dans Ie traitement des maladies k prions. 



Domaine technique. 



5 



La presente invention concerne Putilisation de deux compos6s connus utilises ensemble 
ou separement pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee au 
traitement ou a la prevention des maladies causees par les prions. L' invention decrit une 
composition pharmaceutique pour un tel traitement. L 5 invention traite aussi des 
10 m6thodes de traitement et de prevention des maladies k prions. 

Etat des connaissances. 

Les maladies causees par les Agents Transmissibles Non Conventionnels (ATNC), ou 
15 prions, en particulier les encephalopathies subaigties spongiformes transmissibles 
(ESST), atteignent Thomme et les animaux. Elles sont d'une grande gravite car elles 
sont pratiquement toujours invalidantes et rapidement mortelles lorsqu 1 elles se 
declarent. II reste de nombreuses incertitudes quant a leur pathogenese et diverses 
hypotheses sont avancees, mais la plus vraisemblable est celle dite du "prion", terme qui 
20 designe un agent proteique pr6sentant avec les virus certaines analogies, surtout la 
faculte de se repliquer, mais sans Intervention dacides nucleiques. Si cette theorie se 
verifie, il s f agit d'un nouveau type d'agents infectieux pour lesquels les concepts 
virologiques ne s f appliquent pas. Ces maladies n'ont jusqu'ici pas pu etre traitees ni 
empechees et elles representent un grave danger pour la santS humaine et animale. 



Maladies & Prions (daprSs Prusiner, 1998, Proc Natl Acad Sci USA, 95, 13363- 
13383.). 
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Scrapie 

Encephalopathie transmissible du vison 



Mouton et Chevre 



Vison 
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Chronic wasting disease Mule Deer & Elk 

Encephalopathie Spongiforms Bovine (ESB) Bovins 

Enc6phalopathie Spongiforme Feline Chat 

Enc6phalopathie Exotique des Ongules Nyala et Grand Kudu 

Kuru Homme 
Maladie de Creutzfeld- Jakob, classique ou sporadique (MCJc) Homme 

Maladie de Creutzfeld- Jakob, nouveau variant (MC Jnv) Homme 

Maladie de Gerstmann-Straussler-Scheinker Homme 

Insomnie familiale fatale Homme 



10 



Le probleme le plus inquietant est celui de la Maladie de Creutzfeld- Jakob (MCJ) sous 
sa nouvelle forme. II existe en effet deux types de MCJ. L'une, dite classique ou 
sporadique, MCJc, est rare et atteint surtout les sujets ages. L'autre, d'apparition recente 

15 est tres vraisemblablement due a la contamination humaine a partir d' agents pathogenes 
animaux (bovins) et elle atteint des sujets de tous ages. L'epizootie de « maladie de la 
vache folle» en Grande Bretagne ou Encephalopathie Spongiforme Bovine (ESB), 
depuis 1995, a et6 suivie par Fapparition d'une nouvelle maladie humaine, identifiable 
par certains caracteres cliniques et anatomo-pathologiques, designee par le terme 

20 MCJnv (pour nouveau variant). Elle s'est ensuite manifestee aussi dans plusieurs pays 
europeens dont la France. Pendant quelques annees, la maladie humaine est restee peu 
frequente, quelques cas humains seulement, et n'a done pas suscite beaucoup d'interet 
en ce qui concerne le developpement de medicaments preventifs ou curatifs. Chez 
T animal, le probl&me etait quantitativement plus important (scrapie chez le mouton; 

25 ESB chez les bovins: plus de 180 000 cas en Grande Bretagne en 10 ans), mais il est 
difficile d'envisager de traiter les animaux malades puisqu'ils sont destines a 
1' alimentation humaine et on ne pourrait pas consommer un animal gueri en raison du 
risque de persistance ou de latence de l'agent malgre la guerison clinique. 
Les estimations relatives au risque de developpement d'une epidemie humaine de 

30 MCJnv en rapport avec la maladie bovine (Enc6phalopathie bovine spongiforme, BSE) 
ont donne des resultats tres variables car les modeles previsionnels comportent plusieurs 
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parametres dont revaluation empirique est tres difficile. Selon les estimations anglaises 
du debut de Pannee 2000, le nombre des cas dans les 20 prochaines annees pouvait se 
situer dans une fourchette de 100 a 20 000 cas. En l'absence de tout traitement, la 
perspective etait done dejapreoccupante. 

5 

L'evolution de la maladie humaine est tres lente (jusqu'a 20 ans d'incubation ) et les 
etudes sont tres difficiles en raison de l'absence de modeles animaux entierement 
satisfaisants. Le rythme d'apparition de nouveaux cas modifie sans cesse les parametres 
de la prevision et les valeurs estimees sont modifiables en permanence. Or, depuis 
10 quelques mois, la courbe de morbidite est en train de s'inflechir dangereusement et elle 
monte rapidement au Royaume Uni: 

1999: 17 cas humains de CJDnv 
2000: en un semestre seulement, 24 cas 

15 

La modelisation donne. maintenant des valeurs limites inferieures et superieures dans 
une fourchette de 63 000 a 136 000 cas au total (valeurs basse et haute de la fourchette). 
Certains experts sont encore plus pessimistes et envisagent 500 000 cas. Ces r6sultats 
s'affineront avec le temps en fonction de revolution reelle de la morbidite (-mortalite). 
20 L'introduction de nouveaux tests de depistage permettra d'avoir une meilleure 
estimation et surtout de mesurer plus rapidement Tetendue du danger. 

Les donnees du probleme ont done change recemment. On considere maintenant qu'il 
pourrait s'agir d'une maladie relativement frequente, atteignant tous les ages. II devient 
25 beaucoup plus urgent de developper des solutions. II faudra plusieurs annees pour 
connaitre le devenir de cette epidemie, mais dans Tintervalle, le besoin de disposer 
d' agents therapeutiques est maintenant plus pressant. 
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ETAT DE L'ART: MECANISMES PATHOLOGIQUES DANS LES MALADIES 
A PRIONS, LA MODIFICATION CONFORMATIONNELLE. 

La raaladie est associee k la presence et a 1' accumulation d'une proteine modifiee, 
5 derivee d'une prot&ne normale PrPc, dans le cerveau des sujets atteints. La proteine 
PrPc existe dans toutes les especes oil elle a ete recherchee et sa variation 
interspecifique est faible. On a retrouve des proteines analogues chez les mammiferes, 
les oiseaux et les poissons. 

La transformation de la PrPc en PrPsc se fait par un simple changement de la structure 
10 tridimensionnelle de la molecule normale. Cette modification est transmissible a de 
nouvelles molecules de PrPc et le mecanisme de la transformation est obscur. II s'agit 
d'une transition conformationnelle de la forme normale PrPc constitute principalement 
de structures en helice alpha en une proteine pathologique, absente chez les sujets sains 
composee d'une majority de feuillets beta plisses (Cohen, 1999, J.Mol.Biol., 293: 313- 
15 320). Bien que leurs sequences soient identiques, la PrPsc est resistante a la proteinase 
K alors que la PrPc est sensible, ce qui permet leur identification. 

La forme anormale de la proteine prion, designee par le terme PrPsc possede des 
proprietes physicochimiques differentes de la forme normale. Elle resiste a la digestion 

20 par les enzymes proteolytiques et possede en exces Tun de ses deux composants, les 
feuillets beta. La replication du prion semble liee a Interaction de la structure de la 
proteine prion normale de l'organisme hote PrPc avec la proteine modifiee PrPsc. La 
plupart des encephalites spongiformes transmissibles (ESST) sont liees a la structure de 
cette proteine anormale: elles s'accompagnent d'une accumulation et d'un depot, au 

25 niveau c6r6bral, de molecules de PrPsc polym6risees sous la forme de fibrilles. 

Wadswort et al. (Nat Cell Biol, 1999, 1:55-59) ont montre que les deux types de PrPsc 
humaines, rencontrees dans les deux sous-types de la maladie de Creutzfeld- Jakob, 
peuvent etre transformees Tune en Tautre par Talt6ration de la teneur en ions 
30 metalliques. La dependance de la conformation de la PrPsc et de Fattachement d'ions 
m6talliques comme le cuivre ou le zinc repr6sente un nouveau mecanisme de 
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modification post-traductionnelle rendant possible la g6n<§ration de souches multiples de 
prions avec toutes les implications que cela represente a la fois pour la classification 
moleculaire et la pathog6nese des maladies a prions. 

5 Plusieurs travaux ont montre que la proteine PrPc etait une metalloproteine capable de 
fixer, au niveau d'une repetition d'un octapeptide, une molecule de cuivre(II). C'est 
pr6cisement k ce niveau de la proteine que se produit la modification de conformation 
qui m&ne au prion. II est done possible de penser que le cuivre intervient dans la 
transformation de PrPc en prion PrPsc. 

10 

Hornshaw et al. (Biochem Biophys Res Comm, 1995, 207, 621-629) ont montre que la 
proteine PrPc, presente chez les mammiferes, qui se transforme, par modification des 
structures moleculaires secondaire et tertiaire, en proteine prion infectieuse (PrPsc), 
contenait 3 ou 4 copies d f une sequence octopeptidique (PHGGGWGQ 1 ). Cette sequence 

15 est localis6e dans un domaine trbs conserve de la partie N-terminale et elle lie les ions 
cuivre de fagon preferentielle. Cette liaison est dependante de la concentration de cuivre. 
Chez le poulet, une sequence hexapeptidique (NPGYPH 2 ) a la meme propriete de 
liaison au cuivre. Dans une seconde publication, ils montraient un effet de la liaison des 
ions Cu2+ sur la structure secondaire de peptides synthetiques Octa4 et Hexa4 

20 correspondants aux peptides naturels de PrP de mammiferes et de poulet (Hornshaw et 
al., BBRC, 1995, 214, 993-999). L'addition de cuivre induit un augmentation du 
"random coil". La fluorescence de ces deux peptides est quenchee par le cuivre, alors 
que cette propri&e n'apparait pas avec d'autres cations divalents. 

25 Des r6sultats similaires 6taient obtenus par Stockel et coll. (Biochem, 1998, 37, 7185- 
7193). En utilisant la proteine prion du hamster syrien (SHaPrP), ils montrent par 
spectroscopic par dichroisme circulaire en proche UV et par fluorescence au 
tryptophane un decalage des spectres vers les plus courtes longueurs d'onde et 

1 Proline-histidiiie-glycine-glycine-glycine-tiyptophane-glycine-glutan^ 

2 Asparagine-proline-glycine-tyrosine-proline-histidine. 
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l'induction de changements de remission de fluorescence du tryptophane, ce qui 
confirme que le Cu2+ modifie la structure de la molecule. Get effet est specifique du 
cuivre car il riy a pas d'effet par Ca2+, Co2+, Mg2+, Mn2+, Ni2+, Zn2+. La liaison 
avec le cuivre entralne la modification conformationnelle d'une forme predominate 
5 alpha-helicale en une structure en feuillet beta. La dialyse k l'equilibre indique 
qu'environ 2 molecules de cuivre s'attachent par molecule de PrP aux concentrations de 
cuivre physiologiques. D'apres l'etude de l'influence du pH, l'histidine pourrait jouer un 
r61e dans le phenomene de ligation. Ces resultats suggerent que chaque molecule de 
cuivre s'attacheraient k deux octopeptides (PHGGGWGQ) avec une histidine et peut- 
10 etre une glycine qui chelatent Tion. La liaison de deux molecules produirait une 
modification de la structure moleculaire de cette region. 

Miura et coll. (Biochem, 1999, 38, 11560-11569) ont confirme la liaison preferentielle 
de Cu2+ au voisinage de la sequence octopeptidique. L'etude par spectroscopic Raman 

15 et d'absorption montre qu f a pH neutre, Toctopeptide forme un complexe 1:1 avec Tion 
Cu2+ par l'histidine et le peptide triglycine. A pH acide faible, la liaison est modifiee et 
le site de fixation passe du Npi de Thistidine au Ntau et un ion cuivrique est attache a 
deux residus histidine de chaines peptidiques differentes. Le microenvironnement dans 
la cellule c6rebrale regule l'afiinite pour Tion Cu2+ au cours du transfert entre la surface 

20 cellulaire et les endosomes. Ainsi, on peut envisager que le pont His(Ntau)-Cu2+- 
His(Ntau) intervienne dans 1'agregation de la PrPc. 

II est possible que les fonctions de PrP en tant que transporter d'ions Cu(IT) soient de 
lier les ions cuivre a partir du milieu extracellulaire dans les conditions physiologiques 
et d'en relacher tout ou partie lors de i'exposition a un pH acide dans les endosomes ou 
25 les lysosomes secondares (Whittal et al., Protein Sci ,2000, 9:332-343). 

Des resultats recents montrent que la proteine prion joue un role important dans le 
systeme nerveux central. Aronoff-Spencer et al. (Biochem, 2000, 39, 13760-13771) 
pour etudier le site et le mode specifique de fixation du cuivre ont utilise une serie de 
30 complexes Cu(II)-peptides composes de 1-, 2- ou 3- octopeptides par r6sonance 
paramagn6tique et spectroscopic circulaire dichroique. lis ont ainsi montre que le cuivre 
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est lie a r azote de la chaine laterale histidine-imidazole et & deux azotes de Pamide 
s6quentielle de glycine. 

Viles et coll. montraient par dichroisme circulaire visible la modification structurale de 
5 la r6gion des quatre octapeptides en tandem a la suite de la fixation de Cu2+ (Viles et 
al., PNAS, 1999, 96, 2042-2047). Ces resultats sont aussi confirmes par la spectroscopie 
protonique RMN: deux peptides forment un pont entre les azotes des cycles imidazole 
de deux residus d'histidine (Nepsilon2 et Ndeltal). 

10 Un mode d'action possible de la liaison du cuivre a ete suggere par Shiraishi et coll 
(Shiraishi et al, BBRC, 2000, 268, 398-402) qui ont montre que Tactivite catalytique de 
Cu2+ 6tait completement supprimee lorsqu'il 6tait sequestre par la liaison avec la PrP. 
Son intervention dans les processus oxydatifs cellulaires est alors impossible. 

15 ETAT DE L'ART: LES APPROCHES THERAPEUTIQUES. 

De nombreuses approches ont ete explorees pour trouver des agents capables de 
prevenir ou d'arreter la transformation moleculaire menant a la maladie. Des effets 
encourageants ont ete obtenus dans certaines etudes experimentales avec des produits 
20 decouverts empiriquement, mais jusqu'a present sans resultats pratiques concrets 
permettant des applications. Les principals classes de medicaments envisages pour 
inhiber le developpement des ATNC etaient les polyanions, le rouge de Congo 
(compose anionique colorant de Tamyloi'de), les antibiotiques polyenes (amphotericin, 
MS 8209), l'anthracycline, la dapsone. 

25 

Plus recemment, on a aussi envisage d'inhiber ou d'inverser la transformation de la 
proteine normale en prion grace a des peptides synth6tiques qui peuvent casser les 
feuillets bSta (C.Soto, Lancet, 2000, 355, 192-197). Cependant des difficultes sont 
apparues qui empechent Tutilisation de ces composes. D'abord, ils sont rapidement 
30 degrades par les peptidases cellulaires, ensuite, ils entrainent des effets immunologiques 
inappropries car ils sont antigeniques, et enfin, ils traversent difficilement la barrifere 
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hemato-mening6e qui isole le cerveau de la circulation sanguine generate pour le 
proteger des infections et ils ne peuvent parvenir a Tendroit ou leur action serait utile. 

Le precede que nous envisageons est tout different dans son principe. II est extremement 
5 simple et il utilise des medicaments deja connus pour d'autres proprietes. 

CORPS DE L'INVENTION: UTILISATION D'UN CHELATEUR DU CUIVRE 
ETDUZINC. 

10 

Nous disposons de deux agents chimiques, bien connus et deja utilises pour d'autres 
usages, le clioquinol et la phanquinone. Ces composes ont la propriete de passer 
facilement la barriere hemato-encephalique et ce sont des ligands du cuivre et du zinc. 
Ils ont deja ete proposes dans des indications qui presentent certaines analogies, dans le 

15 traitement de maladies degeneratives du systeme nerveux, notamment la maladie 
d 1 Alzheimer (AD) ou intervient probablement le zinc dans une configuration analogue. 
D'apres les connaissances actuelles sur la pathogenese des maladies neurodegeneratives 
a prions, il apparait que la sequestration du cuivre et peut-etre du zinc dans le tissu 
cerebral peut se reveler benefique pour inhiber la formation des feuillets beta de la PrP 

20 et limiter sa transfromation en PrPsc qui est la forme trouvee dans ces maladies. 

Nous proposons Tutilisation de ces produits pour le traitement des maladies dues a des 
agents non-conventionnels dont la pathogenese fait intervenir le cuivre. 

Les encephalopathies a prions, comprenant entre autres la tremblante (scrapie) et 
25 Tencephalopathie spongiforme bovine (ESB) chez le betail, le kuru et les maladies de 
Creutzfeld-Jakob et le syndrome de Gerstmann-Strausseler-Scheinker chez l'honmie, 
sont des affections neurodegeneratives caracterisees par une perte precoce de proteines 
synaptiques, Tastrocytose, une perte progressive des fonctions neurologiques et, 
souvent, une agregation et de proteines cerebrates avec formation de depots. Toutes ces 
30 maladies semblent £tre causees par une transition conformationnelle post- 
traductionnelle d'une isoforme normale de la proteine prion (PrPc) en forme anormale et 
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pathogene (PrPsc). Le cuivre est directement associe a la physiopathologie du prion. 
Jusqu'a niaintenant, on connaissait peu de choses sur les fonctions normales de la 
prot6ine PrP dans le cerveau et il y a maintenant un ensemble de preuves de 
Tintervention de la PrP dans le metabolisme du cuivre. II a aussi ete demontr6 que les 
5 cellules cerebrates de souris d£ficientes en PrP sont plus sensibles aux stress oxydatifs et 
a la carence en cuivre. 

La base de l'invention repose sur la recherche de mol6cules douees des proprietes 
suivantes. 

10 

Demontrer une activity chelatrice vis-i-vis du cuivre et du zinc; 
Presenter des proprietes lipophiles; 

Avoir une capacite de penetration permettznt de passer facilement la barriere h6mato- 
meningee; 

15 Presenter des proprietes pharmacologiques permettant une administration orale dans des 
preparations appropriees; 

Presenter un profil de security pour 1 'administration humaine documente par une 
experience clinique leur dormant un ratio benefice/risque acceptable pour le traitement 
des maladies a prions; 

20 Posseder un pouvoir chelateur faible vis-a-vis des autres metaux d'importance 
physiologiques (fer, calcium, magnesium,...); 
Presenter une distribution satisfaisante dans le cerveau; 
Presenter une distribution satisfaisante dans les cellules parenchymateuses 
Demontrer une reduction satisfaisante du stress oxydatif dans le cerveau. 

25 

Nos recherches nous ont menes a la decouverte de deux chelateurs connus, le clioquinol 
et la phanquinone, qui satisfont aux criteres 6nonc6s ci-dessus. ces deux molecules ont 
en commun un fort pouvoir chelateur sur le cuivre et le zinc: cependant, le clioquinol 
s'associe plus fortement au zinc et la phanquinone s'associe plus fortement au cuivre. 
30 Leurs effets chelateurs sur le fer, le calcium et le magnesium sont faibles ou 
negligeables. Dans le cas des maladies h prions, le cuivre sera la cible principals 
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Le clioquinol 3 administre par voie intraveineuse p6netre tres efficacement dans le 
systeme nerveux, ce qui indique qu'il n'y a pas de barriere meningee pour ce type de 
produit (Shiraki, 1979, Handbook of Clinical Neurology, 37, 115, 139). 
5 L'administration de 250 mg de clioquinol par voie orale chez l'homme donne des 
concentrations plasmatiques de 1 a 5 ng/ml. Dans d'autres experiences, Les doses de 
7,4 a 9,3 mg/kg/jour ont donne des concentrations de 2,7 k 5,8 jig/ml dans le plasma 
(Shiraki, 1979, loc.cit). 

10 La phanquinone 4 a aussi ete administree a des doses de 50 mg trois fois par jour dans le 
passe induisant des niveaux plasmatiques et des effets cliniques satisfaisants. 

C'est la nature lipophile de ces molecules qui leur permet d'etre bien absorb6es par voie 
orale, de passer la barrifere hemato-meningee et de se retrouver dans le cerveau. Les 

15 donnees obtenues chez la souris montrent que 18 heures apres 1' administration de Zn65 
par voie intraperitoneale, un grand nombre de grains contenant du zinc s'accumulaient 
sur les terminaisons des cellules granulaires et leurs prolongements ainsi que sur les 
cellules pyramidales de Thippocampe. Les grains de zinc se trouvaient surtout au niveau 
des v6sicules synaptiques et moins frequemment sur les mitochondries des presynapses 

20 des terminaisons « mossy », mais pas sur les protosynapses des cellules granulaires et 
pyramidales ou leurs prolongements dans rhippocampe. 

II a 6te demontr6 precedemment que les fibrilles amyloides de 1'amyloide beta, de 
Tamyline et de la calcitonine etaient neurotoxiques et que, dans les maladies a prions, 
Taccumulation de la PrPsc et/ou le d6pot d'amylolde etaient associes, dans le temps et 
25 dans l'espace, avec la d6g6nerecence neuronale et rastrogliose.(Rainer & Good, 2000, J 
Neurochem, 75, 2536-2545.) de plus, il a ete demontre dans la tremblante que les titres 



3 Clioquinol 30-26-7, C9H5C1INO, iodochlorohydroxyquinol, iodochlorohydroxyquinoline, 
chloroiodoquine, 7-iodo-5-chloro-8-hydroxyquinoline, 5-Chloro-7-iodo-8-hydroxyquinoline, 5-Chloro-7- 
iodo-8-quinolinol, 5-Chloro-8-hydroxy-7-iodoquinoline, 

4 Phanquinone 84-12-8, C12H6N202, dihydro-5,6 phenanthroline-4,7 dione-5,6, phanquone, 
phenanthroline quinone, phenantrolinquone, pheninquone 



WO 02/051415 



11 



PC17IB01/02572 



les plus eleves de la PrPsc infectieuse etaient associes avec des fractions membranaires 
et que laPrPsc accroissait les microvillosites membranaires. 

Des rapports recents (Wong, 2000, Bioch Biophys Res Comm, 275, 249-252) suggerent 
que Tun des mecanismes de la pathogenese des maladies a prions pourrait etre le 
5 des6quilibre des reactions catalysees par des metaux, qui sont le d6nominateur commun 
de plusieurs maladies neurodegeneratives.Ces desequilibres causent une alteration des 
fonctions antioxydantes ce qui a pour effet d'augmenter le stress oxydatif. 

Des exemples de Tactivite cerebrate de la phanquinone et du clibquinol ont deja ete 
10 presentees dans un autre brevet (WO 99/09981). En presence de concentrations 
croissantes de phanquinone a partir de 0,l^g/ml, l'effet toxique de 1'amyloi'de A beta 
(25-35) est fortement diminue et meme completement aboli a la concentration de 
1 jig/ml de phanquinone. 

Les donnees du WO 99/09981 publiees sous le traite PCT montrent que le clioquinol 
15 comme la phanquinone reduisent la neurotoxicity dans le ceveau en sequestrant le zinc 
et le cuivre. La chelation de ces metaux est la base du traitement decrit ici contre les 
maladies humaines a prions, 

Un traitement ideal des maladies a prions demande une molecule ayant la capacite de 
20 reduire le stress oxydatif dans le cerveau, de decroitre la liaison His(Ntau)-Cu-His(N 
tau) et la limitation de la formation des feuillets beta. Toutes ces activites sont liees au 
cuivre dans le cerveau la chelation de ce metal et la diminution de la quantite disponible 
localement doit agir sur la reduction du changement conformationnel qui assure la 
transition de la PrPc k la PrPnv. De plus, la ch61ation du cuivre et du zinc aura un effet 
25 antioxydant dans le cerveau en reduisant le clivage de l'oxyg&ne reactif qui est sous la 
dependance du cuivre. 
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DESCRIPTION DETAILLEE DE L 'INVENTION. 

L'utilisation de la phanquinone et/ou du clioquinol est revendiquee pour le traitement 
5 et/ou la prevention des maladies a prion chez l'homme ou les animaux. Ces deux 
molecules ont deja 6te utilisee pour d'autres indications chez l'homme et sont 
relativement sures d'emploi. 

Ces deux molecules sont des chelateurs de metaux dont le cuivre. La phanquinone est 
plus efficace pour fixer le cuivre que le clioquinol. Ces deux produits ont ete proposes 

10 pour le traitement de la maladie d' Alzheimer en raison de cette propriete chelatrice du 
zinc et du cuivre et pour reduire les reactions oxydatives dans le cerveau. L'amyloide de 
la maladie d 5 Alzheimer est agrege en presence surtout de zinc, mais aussi de cuivre et le 
clioquinol et la phanquinone, utilises pour la chelation des deux metaux, bloquent le 
processus d'agregation de l'amyloide ainsi que la formation de plaques. 

15 Nous proposons done ici l'utilisation du clioquinol et de la phanquinone separement ou 
en combinaison dans le traitement de maladies provoquees par des agents transmissibles 
non-conventionnels (ATNC) faisant intervenir des mecanismes physiopathologiques 
dans lesquel le cuivre (et/ou le zinc) est implique. L'utilisation du clioquinol et de la 
phanquinone fait l'objet de la presente demande de brevet. 

20 L'utilisation du clioquinol et de la phanquinone est justifiee par leurs differents spectres 
de chelation du zinc et cu cuivre. La combinaison des deux pourrait offrir une capacite 
de chelation maximale car les deux metaux peuvent etre impliques dans le processus de 
changement conformationnel de la mpolecule de PrPc en molecule pathologique PrPsc. 
De plus, un effet antioxydant sera obtenu dans le cerveau par la sequestration du cuivre 

25 et la reduction de l'oxygene reactif. 



Le chloroquinol est un medicament connu pour se proprietes anti-amibiennes et anti- 
bacteriennes et il a ete utilis6 largement dans le passe pour ces indications. II est connu 
30 pour avoir une activite de chelation de metaux tels que le zinc, le fer, le manganese, le 
cuivre, le mercure, le nickel, et le cobalt. Les proprietes physicochimiques du 
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clioquinol ont confirme son activity chelatrice (Tateishi et al., 1973, Psychiatr Neurol , 
75, 187-196) 

Les preparations injectables de clioquinol ont ete signalees comme permettant un 
5 passage efficace du produit dans le cerveau en traversant la barriere hemato-meningee et 
en atteignant dans le cerveau des concentrations de l'ordre de 20|ig/ml apr&s injection 
par voie intra-veineuse de 20 mg/kg (Tateishi et al, 1973, loc. cit, Tamura, 1975, Jap J 
Med Sc Biol, Suppl 28, 69-77). La concentration de clioquinol est egalement elevee 
dans des regions du cerveau comme Phippocampe qui sont directement impliquees dans 

1 0 la maladie d 5 Alzheimer. 

Lorsque du clioquinol marque par de la radioactivite est administre per os a la souris, on 
peut deceler la radioactivite pendant trois heures seumement dans le systeme nerveux 
central. Les resultats experimentaux montrent que le clioquinol injecte par voie 
intraveineuse penetre rapidement dans le systeme nerveux et peut aussi etree excrete 

15 rapidement. (Shiraki, 1979, loc.cit). Ce fait justifie Pemploi du clioquinol pour 
Pinhibition de la precipitation de Pamyloide et la clearance du zinc ou d'autres metaux 
du cerveau et notamment des zones affectees par la maladie d' Alzheimer et les maladies 
a prions. 

20 Le clioquinol a ete administre dans le passe a des doses de 250 mg trois fois par jour 
pendant des periodes allant jusqu'a trois mois dans le traitement de Pamibiase 
intestinale, .et il a ete utilise largement pour traiter les diarrhees aigues. La seule toxicite 
rapportee apres plusieurs millions de traitements au cours de plusieurs dizaines d'aiuiees 
a ete Pobservation faite au Japon apres Padministration de doses excessives pendant des 

25 periodes atteignant deux ans. La posologie utilisee comprenait une administration de 23 
a 50 mg/kg/jour pendant des durees de 13 a 313 jours. De nombreux sujets ont presente 
une manifestation de neurotoxicite subaigue avec demyelinisation du nerf optique 
(subacute myelo-optic neurotoxicity = SMON). Cette neurotoxicite a ete recemment 
attribute a une interference avec le metabolisme et le transport de la vitamine B12. 

30 Pour prevenir ces effets indesirables, on pourra utiliser un agent protecteur ou un groupe 
prosthetique, comme la vitamine B12, administre avant, pendant ou apres le ou les 
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produits actifs. La quantite devra etre suffisante pour empecher les effets indSsirables de 
radministration du clioquinol ou de la phanquinone, aux doses de 5p.g a 1 mg par jour 
pour la vitamine B12. 

La capacite du clioquinol a abolir l'agregation de Pamylo'ide A beta a ete verifiee de 
5 fa<?on experimentale. En presence de zinc (30|aM) la solubilite de PA beta est reduite 
(2,5juM en TBS a pH7,4) de 95% a 43%. Lorsqu'on ajoute du clioquinol (120|iM) au 
complexe zinc~A beta, l'agregation de l'A beta est reduite de 43% k 70%. Ainsi, 
Tadministration de clioquinol doit sequestrer le zinc et d'autres metaux lourds dans le 
cerveau grace a son caractere lipophile qui lui permet d'induire des concentrations 
10 relativement elevees dans le cerveau et le liquide cephalo-rachidien. 

La phanquinone a ete utilisee chez rhonune pour lutter contre divers agents: amibes, 
trichomonas, giardia, et plus generalement comme antiseptique et antiparasitaire. Ce 
medicament a ete largement utilise seul comme antidiarrheique et aussi en combinaison 
15 avec le clioquinol dans les memes indications. 

La phanquinone n'a montre aucun effet toxique apres administration de doses de 150 
mg par jour pendant des periodes allant de trois semaines a six mois. 

Recemment, des recherches extensives ont ete men£es pour etudier T effet de la 
20 phanquinone et du clioquiniol pour le traitement de la maladie d'Alzheimer. Les 
resultats experimentaux montrent que le clioquinol a la propriete de sequestrer plusieurs 
m6taux lourds in vivo et dans le cerveau, tout particulierement le cuivre et le zinc. De 
m6me, la phanquinone a la capacite de sequestrer le zinc et le cuivre dans le cerveau. La 
capacite a lier le cuivre est trois fois plus forte pour la phanquinone que pour le 
25 clioquinol. En revanche, le clioquinol lie le zinc au moins deux fois mieux que la 
phanquinone. II a ete montre de plus que la phanquinone, comme le clioquinol ont les 
m&nes proprietes favorables pour empecher la formation d'amyloide et pour assurer la 
resolubilisation de l'amyloide dans le cerveau. 

30 En fonction des etudes demontrant que clioquinol et phanquinone etaient de puissants 
chelateurs du zinc et du cuivre, et des resultats recents montrant que, dans la maladie 
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d'Alzheimer, la precipitation de Famyloi'de n'a lieu qu'en pr6sence de zinc et de cuivre, 
des recherches sont menees pour etudier les effets de ces deux molecules dans le 
traitement de cette maladie. La capacite des deux molecules a empScher la precipitation 
de l'amyloide dans le cerveau et aussi de redissoudre les depots d'amyloide precipites 
5 dans le cerveau de patients atteints de la maladie d'Alzheimer est en cours de 
demonstration. 

II y a de nombreuses preuves que 1' accumulation d'amyloide A beta dans le cerveau est 
liee a la cause de la maladie d'Alzheimer. L'A beta, un composant normal des fluides 
biologiques, s'accumule sous divers aspects allant de plaques tres peu solubles a des 
10 depots qui peuvent etre extraits des tissus post-mortem par des tampons salins. Les 
facteurs responsables de cette accumulation sont inconnus pour la plupart, mais cette 
situation presente certaines analogies avec celle des depots amyloides dans les maladies 
a prions. 

L'amyloide A beta est vulnerable a trois facteurs: la presence de zinc, de cuivre ou d'un 
15 pH legerement acide (Bush, 1994). Ainsi, la precipitation de l'A beta par le cuivre est 
tres exageree dans des conditions de pH a 6,9. 

Les conclusions de ces experiences peuvent s'interpreter de la fa9on suivante. Des 
metaux divalents, txbs probablement le zinc surtout, maintiennent l'A beta a l'etat 

20 insoluble a la fois chez les sujets sains et les sujets malades ce qui suggere un role de 
l'A beta dans 1'homeostase. D'autres metaux comme le calcium ou le magnesium 
peuvent agir pour maintenir A beta dans l'etat soluble. Un traitement doux de tissus 
provenant de sujets atteints de la maladie et contenant des depots d'A beta par l'agent 
chelateur permet une rapide solubilisation de ces depots. On peut penser que des depots 

25 eph6m£res d'A beta agrege seraient presents a la fois chez les patients atteints de la 
maladie et chez les sujets sains et qu'ils sont en permanence precipites et resolubilises. 
lis ne sont sans doute decelables que par coloration immunohistologique de fond. 
L'acidose lactique c6rebrale qui complique la maladie d'Alzheimer pourrait etre Fun 
des facteurs qui contribuent a la precipitation de VA beta et ce phenomene pourrait §tre 

30 sous la dependance de la presence de cuivre. On sait par ailleurs que la regulation de la 
concentration en zinc et en cuivre est anormale dans la maladie d'Alzheimer. Ces 



WO 02/051415 



16 



PCT/IB01/02572 



resultats sugg&rent que les chelateurs de metaux auront un effet therapeutique dans la 
maladie d' Alzheimer et serviront d'agents prophylactiques en rSduisant la charge en A 
beta en clinique. Le clioquinol est Tun des seuls chelateurs qui soit enrichi dans le 
cerveau en raison de son hydrophobicite, ce qui en fait un excellent candidat pour le 
5 developpement d'essais cliniques. 

Recemment, il a ete montre que ces metaux faisaient partie intSgrante des depots d'A 
b§ta dans le cerveau des sujets atteints de la maladie d' Alzheimer. II a 6te montr6 aussi 
que les chelateurs specifiques du zinc et du cuivre pouvaient redissoudre de fa<?on 
spectaculaire une proportion significative d'A beta dans des tissus provenant de 

10 prel&vements post-mortem sur des sujets atteints de la maladie d 5 Alzheimer par 
comparaison avec la quantite extraite par un tampon temoin ne contenant pas de 
chelateurs. Enfin, les premiers essais cliniques conduits chez des patients souffrant de 
la maladie d'Alzheimer en utilisant le clioquinol a raison de 10 et 40 mg deux fois par 
jour ont montre des modifications et des ameliorations biochimiques et cliniques. 

15 Ces resultats permettent une extension des applications des chelateurs concernes pour la 
prevention et le traitement des maladies a prions et des encephalites spongiformes 
subaigues puisque les resultats obtenus avec la maladie d'Alzheimer montrent que le 
clioquinol p6n8tre effectivement dans le cerveau, au moins chez les patients etudies et 
que leur activite chelatrice provoquait d'importantes modifications biochimiques. 

20 

La phanquinone a deja ete utilis6e largement dans le passe pour le traitement de 
diarrhees infectieuses et pour le traitement de la giardiase. Ce produit a montr6 qu'il 
avait une activite biologique sur le cerveau en provoquant des modifications 
comportementales. II a 6te utilis6 aussi en combinaison avec le clioquinol dans les 
25 memes indications que le clioquinol. II est capable de sequestrer le zinc et le cuivre dans 
le cerveau La chelation du cuivre est trois fois plus efficace que celle du clioquinol. les 
proprietes d'inhibition de la formation d'amyloide et la redissolution dans le cerveau ont 
aussi ete demontrees. 

Des essais cliniques d'application de la phanquinone au traitement de la maladie 
30 d'Alzheimer ont ete recemment entrepris. La phanquinone n'a pas d'effets toxiques a 
des doses allant jusqu'i 150 mg par jour pendant trois semaines a six mois. 
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Nous proposons Tutilisation de ces produits chelateurs pour le traitement d'un sujet 
humain ou animal pr6sentant ou pouvant presenter une condition pathologique pouvant 
relever de Taction de prions, consistant a administrer aux susdits sujets une quantite de 
5 clioquinol ou de phanquinone ou d'une combinaison des deux suffisante pour empecher 
Taction des prions, ainsi qu'un compose ou un m61ange de composes selectionne parmi 
des sels metalliques ou des groupes prosthetiques differents du clioquinol et de la 
phanquinone possedant une autre activite vis a vis de la maladie a prion en quantite 
suffisante pour empecher les effets indesirables de T administration du clioquinol. Ces 
10 produits, comme la vitamine B12 seront utilises a raison de 5(ig a lmg de 5 p.g a 250 
mg pour d'autres. 

Le clioquinol, la phanquinone et les composes annexes seront presentes dans une seule 
preparation pharmaceutique ou seront administr^s simultanement, ou s6quentiellement 
dans des ordres divers. Lorsqu'ils seront administres sequentiellement, les periodes 
15 d' administration pouront etre de trois ou quatre semaines. Le clioquinol et la 
phanquinone pounront etre formules pour utilisation par voie orale ou parenterale 
ensemble ou separement. 

Selon les considerations exposees precedemment, nous proposons Tutilisation du 
20 clioquinol a des doses de 1 a 1000 mg ou de phanquinone a des doses de 1 a 1000 mg 
pour la prevention et/ou le traitement des encephalopathies spongiformes chez Thomme 
et T animal. Le clioquinol peut aussi etre utilise en monotherapie a des doses de 250 a 
500 mg quatre fois par jour avec possibility d'augmentation jusqu'i 1000 mg trois fois 
par jour. De meme, la phanquinone peut etre utilisee en monotherapie a des doses de 10 
25 k 250 mg qui peuvent gtre portees k 500 mg trois fois par jour. Les preparations 
pharmaceutiques pourront etre administrees par voies orale, parenterale ou 
intradermique. 

Une combinaison des deux molecules peut assurer un effet plus puissant sur le ligand du 
cuivre et du zinc du PrPc dans le but de bloquer la transition moleculaire menant a Tetat 
30 pathologique. La combinaison proposee est de 250 mg de clioquinol et 50 mg de 
phanquinone trois fois par jour par administration orale. Dans la combinaison, le 
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clioquinol peut etre donne a des doses de 10 a 1000 mg et la phanquinone a 10 a 250 
mg. 

Exemple 1 

5 

Preparation d'une composition pharmaceutique contenant clioquinol, phanquinone et 
vitamineB 12. 

250 g de phanquinone et 250 g de clioquinol sont melanges k 200 g de N'-(4-steatoiyl- 
10 aminophenyl)-trimethylammonium methyl sulfuric acid et 1025 g de lactose mono- 
hydrate pendant 5 minutes. On ajoutera 300 g d'eau bouillante en une seule fois a un 
melange de 100 d'amidon de mais en suspension dans 100 g d'eau froide. La suspension 
d'amidon refroidie a 40°C est ajoutee au melange des poudres de phanquinone et de 
clioquinol sous agitation continue. Ensuite, on ajoute au melange une solution aqueuse 
15 de 5 g de vitamine B 12. Le melange est granule en utilisant un tamis de mailles de 2,5 
mm et on desseche pendant 18 heures a 40°C. Les granules sees sont melanges a 400 g 
d'amidon de mai's et 20 g de stearate de magnesium. Le melange final est formule en 
comprimes d'un diametre de 8,0 mm et un poids de 500 mg. 

20 

II existe d'autres chelateurs de metaux qui pourraient etre utilises dans le traitement et la 
prevention des encephalites spongiformes en fixalt de la meme maniere le zinc et le 
cuivre et/ou d'autres m6taux dans le cerveau en plus de la phanquinone et du clioquinol, 
auxquels nous etendons la revendication et dont la liste suit. 

25 Hydroxyquinoline (oxine), 5-methyl-oxine (5-methyl-8-hydroxyquinoline), 2- 
mercaptopyridine-N-oxide, (2-mercapto-quinoline-N-oxide), 2-mercapto-4-n-propyl- 
pyridine-N-oxide, Nitroxoline, 2-hydroxypyridine-N-oxide, 2-hydroxyquinoline-N- 
oxide, 2-Hydroxy-4-methyl-5 :6-benzoquinoline-N-oxide, 5-methyl-8-hydroxy- 
quinoline, 8-hydroxy-quinoline-7-carboxylic acid, Hydroxy-quinoline sulfate, Chlor- 

30 hydroxy-quinoline, 8-hydroxy-quinoline-5-sulfonic acid, (dichloro-acetyl)-6-(2- 
furoyloxy)-l,2,3,4-tetrahydro-quinoline, 2-heptyl-4-hydroxyquinoline-N-oxide or 2-n- 
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heptyl-4-hydroxyquinoline-N-oxide, 4-hydroxy-quinoline-3-carboxylic acids (7 
substituted benzyl-oxy, phenethyl-oxy or phenoxy-ethoxy), 6-hydroxy-quinoline, 6- 
nitroquinoline, 8-nitroquinoline, 6-methylquinoline, 8-methylquinoline, 8- 
hydroxyquinoline, 5,7-dibromo-quinoline, 2-n-nonyl-4-hydroxy[3-3H]quinoline, N- 
5 oxide2n-nonyl-4-hydroxyguinoline-N-oxide, 7-nitroso-8-hydroxyquinoline-5-sulfonic 
acid sodium salt, 5,7-dichloro-8-hydroxyquinoline, 2,2 , ,2"-terpyridine, 8- 
hydroxyquinoline 5-sulfonic acid, 5-formyl-, 5-iodo-, 5-fluoro-, 5-acetyl-, and 5- 
methoxymethyl-8-hydroxyquinoline, Methyl-5(8-hydroxyquinolyl)acetate, Ethyl 5-(8- 
hydroxyquinolyl)acetate-trihydroxyquinoline, 5-nitro-8-hydroxyquinoline, 4- 

10 hydroxyquinoline, 5,7-dichloro-8-hydroxyquinaldine, 3-acetaldehyde to 4- 
hydroxyquinoline, 4-hydroxyquinoline-3-carboxylates, 5-phenylethyl-4- 

hydroxyquinoline-3-carboxylic acids, 2-n-alkyl-4-hydroxyquinoline, 2-methyl-8- 
hydroxyquinoline, dibromo-8-hydroxyquinoline-5,7 dibromo-8-bezoil-oxyquinoldine, 
Arylglyoxal N-7-amino-5-substituted 8-hydroxyquinoline hemiacetals, 5- 

15 phenylglyoxylidenamin-8-hydroxyquinolines, Ethylenediaminetetraacetic acid, 0- 
phenanthroline, 1,10-phenanthroline, 2,9-dimethyl-l,10-phenanthroline, alpha, alpha'- 
dipyridyl, 2,2',2 M -tripyridine, (2'-hydoxyphenyl) pyridine, (2'-Hydoxyphenyl) 
imidazoline, (2'-Hydoxynaphthyl-3'-)imidazoline, Hydrazine-N:N-diacetic acid, 
Quinoline derivatives carrying carbon, sulfur or phosphorus substituents, and 

20 furaquinolines obtained from clioquinol by radical chain nucleophilic substitution 
reactions, Dehydracetic acid (3-acetyl-2-hydoxy-6-methyl- 3 -pyrone), 3-propionyl-2- 
hydroxy-6-ethyl- 3 -pyrone), 3-butyryl-2-hydroxy-6-propyl- 3 -pyrone), 2-aminophenol, 

4- butyl-2-aminophenol, Rhodotorullic acid, Mycobactin P, 8-hydroxyquinoline-7- 
carboxylate, 5-substituted 8-hydroxyquinolines, 5-formyl-, 5-iodo-, 5-fluoro-, 5-acetyl-, 

25 and 5-methoxymethyl-8-hydroxyquinoline, Methyl-5(8-hydroxyquinolyl)acetate, Ethyl 

5- (8-hydroxyquinolyl)acetate, 2,6-dihydroxyquinoline, 2, 5 ,6 -trihydroquinoline, 5- 
formyl- 1 -methoxycarbonyl-4,6,8-trihydroxyphenazine, 5,7-dichloro-8- 
hydroxyquinoline, 5-chlor-8-hydroxyquinoline, 4-hydroxyquinoline, 5- or 7-methylthio- 
8-hydroxyquinoline, 6-, 7-, or 8-substituted-4-hydroxyquinoline-3-carboxylic acids, 4- 

30 hydroxyquinoline-2 and -3-carboxylic acids, 5-phenylethyl-4-hydroxyquinoline-3- 
substituted carboxylic acids, 2-n-alkyl-4-hydroxyquinoline derivates, 5-7 dibromo-8- 
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hydroxyquinoline, O-acetyl-8-hydroxyquinoline, 2,2'-bipyridine, S-acetyl-8- 
mercaptoquinoline, 5,7 dibromo-8-benzoil-oxyquinoldine, Arylglyoxal N-7-amino-5- 
substituted 8-hydroxyquinoline hemiacetals, 5-phenylglyoxylidenamin-8- 
hydroxyquinolines, 8-hydroxyquinoline ester, Ethyl 6,7-di-isobutoxy-4- 

5 hydroxyquinoline-3-carboxylate, Derives halogenes de la salicylanilide, 8- 
hydroxyquinoline, 5-cHoro-8-hydroxyquinoline (chloroxine) esters l'acide 
carboxylique, 2,2'-bipyridine, 8-hydroxyquinoline, 8-hydroxyquinoline et m- 
phenylenediamine, l-aH-oxazirino[2,3-a]quinoline 1-a-carbonitrile et ses composes 
substitutes des derives 3-hydroxyquinoline correspondants, 6,7-dimethoxy-4- 

10 hydroxyquinoline hydrochloride, 4nitroquinol-ine 1 -oxide, 4-nitroquinoline 1-oxide, 4- 
aminoquinoline 1-oxide, batimastat, acides hydroxamiques, fenamates 

L'invention etant decrite ici, il est evident qu'elle pourra etre adaptee, developpee et 
etendue de diverses fa<?ons. Comme ii ne peut echapper aux personnes expertes en la 
15 matiere, de telles variations ne peuvent etre considerees comme differant de 1' esprit et 
du champ de l'invention et de telles modifications, et elles seront incluses dans le champ 
d'eventuelles revendications ultSrieures. 

En resume: 

20 *- Une proline largement repandue dans les cellules , la PrPc est un rSgulateur de 
1' activity d'une enzyme, la super-oxyde dismutase, impliquee dans la resistance 
cellulaire aux stress oxydatifs. 
*- La PrPc est un ligand du cuivre et du zinc. 

*- La fixation du cuivre a lieu a un niveau precis de la molecule, sur les acides amines 
25 d' un octapeptide rep&6. 

*- La transformation de la proteine normale PrPc en PrPnv, proteine pathologique a lieu 
au niveau des octapeptides. 

*- Les ions cuivre (II) jouent un role dans ce processus. 
*- Enlever le cuivre doit empecher la transformation. 
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*- Nous disposons d'une famille de molecules connues et deja utilisees a d'autres 
usages qui sequestrent le cuivre et le zinc et qui passent facilement la barriere hemato- 
meningee. 

*- Nous proposons Temploi du clioquinol et de la phanquinone ou d'autres molecules 
5 chelateurs pour le traitement et la prevention des encephalopathies spongiformes 
subaigues transmissibles et de toutes maladies dues a des agents non conventionnels ou 
a des prions. 



10 
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Revendications 

1 I/utilisation du clioquinol et de la phanquinone pour la preparation d'une composition 
pharmaceutique destin.ee au traitement ou a la prevention des maladies a prions chez 

5 Fhomme ou 1'animal et, plus generalement, des maladies provoquees par les agents 
transmissibles non conventionnels (ATNC). 

2 L' utilisation conformement a la revendication 1 lorsque la maladie est influencee par 
Taction de maladies faisant intervenir les prions, chez Phomme les diverses formes de la 
maladie de Creutzfeld- Jakob, le syndrome de Gerstman-Straussler-Scheinker, le kuru et 

10 chez T animal la tremblante (scrapie) et l'encephalopathie bovine spongiforme (ESB). 

3 L'utilisation selon les revendications 1 ou 2 du clioquinol aux doses de 10 mg a 1 g. 

4 L'utilisation selon les revendications 1 ou 2 de la phanquinone aux doses de 10 mg a 
500 mg. 

5 L'utilisation selon les revendications 1 ou 2 d'une combinaison de clioquinol et de 
15 phanquinone aux doses de 10 mg a 1 g de clioquinol et 10 a 250 mg de phanquinone 

dans une seule preparation pharmaceutique. 

6 L'utilisation selon Tune des revendications 1 a 5 de clioquinone ou de phanquinone 
ou leur combinaison a raison de une a quatre fois par jour. 

7 L'utilisation selon l'une des revendications precedentes d'un sel metallique ou d'un 
20 groupe prosthetique administre avant, pendant ou apres 1' administration de clioquinol et 

de phanquinone. 

8 L'utilisation selon la revendication 7 de la vitamine B 12 comme groupe 
prosthetique. 

9 L'utilisation selon Tune des revendications precedentes d'une quantite de vitamine B 
25 12 suffisante pour empecher un effet indesirable de radministration du clioquinol et de 

la phanquinone. 

10 L'utilisation selon la revendication 9 de la vitamine B 12 a la dose de 5]xg a 2 mg 
par jour. 

1 1 L'utilisation selon la revendication 9 de la vitamine B 12 a la dose de 0,5 fig a 1 mg 
30 par jour. 
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12 L'utilisation selon Tune des revendications precedentes de la preparation 
pharmaceutique formulae pour 1' administration par voie orale, parent6rale ou 
intradermique. 

13 L'utilisation du clioquinol et/ou de la phanquinone pour la preparation d'une 
5 composition pharmaceutique destin6e au traitement d'un sujet humain ou animal 

presentant ou pouvant presenter une condition pathologique pouvant etre modiftee par 
Taction chelatrice sur le cuivre et/ou le zinc. 

14 Utilisation du clioquinol et/ou de la phanquinone pour la preparation d'une 
composition pharmaceutique destinee au traitement d'un sujet humain ou animal 

10 presentant ou pouvant presenter une condition pathologique pouvant relever de Taction 
de prions. 

15 L'utilisation selon la revendication 14, consistant a administrer aux susdits sujets: 

a) une quantite de clioquinol ou de phanquinone ou une combinaison de 
clioquinol et de phanquinone pour traiter la condition pathologique causee par les 

15 prions, et 

b) une quantite d'un compost ou d'un melange de composes selectionnes paraii 
le groupe comprenant des sels metalliques ou des groupes prosthetiques differents du 
clioquinol et de la phanquinone, possedant une autre activite vis-a-vis de la maladie a 
prions. 

20 16 Utilisation selon les revendications 13, 14 ou 15 ou la dose quotidienne de 
clioquinol est de 1 mg a 1 g. 

17 Utilisation selon les revendications 13 14 ou 15 ou la dose quotidienne de clioquinol 
est de 1 mg a 250 mg, administree une a quatre fois par jour. 

18 Utilisation selon les revendications 13, 14 ou 15 ou la dose quotidienne de 
25 phanquinone est de 1 mg a 1 g. 

19 Utilisation selon les revendications 13, 14 ou 15 ou la dose quotidienne de 
phanquinone est de 1 mg a 250 mg, administree une a quatre fois par jour. 

20 Utilisation selon la revendication 15 ou la quantity des composes dans (b) est 5 |ig a 
250 mg. 

30 21 Utilisation selon la revendication 15 ou le compos6 different du clioquinol et de la 
phanquinone et possedant une autre activite est la vitamine B 12. 
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22 Utilisation selon la revendication 21 ou la quantite de vitamine B 12 est de 5 \ig a 2 
mg. 

23 Utilisation selon la revendication 21 oil la quantite de vitamine B 12 est de 0,5 a 1 
mg. 

5 24 Utilisation selon la revendication 14 consistant k administrer aux dits sujets : 

a) une quantity de clioquinol effective pour traiter ou prevenir Taction des 
prions, et 

b) un melange de phanquinone et de vitamine B 12 comprenant une quantite de 
phanquinone suffisante pour empgcher Taction des prions et une quantit6 de vitamine B 

10 12 suffisante pour empecher les effets indesirables de T administration du clioquinol. 

25 Utilisation selon les revendications 15 ou 24 ou a) le clioquinol et b) le(s) 
compose(s) sont pr6sents dans une seule preparation pharmaceutique. 

26 Utilisation selon les revendications 15 ou 24 ou a) le clioquinol et b) le(s) 
compose(s) sont administres simultanement. 

15 27 Utilisation selon les revendications 15 ou 24 ou a) le clioquinol et b) le(s) 
compose(s) sont administres sequentiellement. 

28 Utilisation selon les revendications 15 ou 24 ou a) le clioquinol et b) la vitamine B 
12 sont administres sequentiellement. 

29 Utilisation selon les revendications 15 ou 24 ou a) la phanquinone et b) la vitamine 
20 B 12 sont administres sequentiellement. 

30 Utilisation selon les revendications 15 ou 24 ou la phanquinone est administree dans 
un premier temps suivi par Tadministration du clioquinol dans un second temps. 

31 Utilisation selon les revendications 15 ou 24 ou le clioquinol est administre dans un 
premier temps suivi par Tadministration de la phanquinone dans un second temps. 

25 32 Utilisation selon les revendications 30 et 31 ou la premiere periode est de une a trois 
semaines et la seconde de une a quatre semaines. 

33 Utilisation selon les revendications 13 et 15 ou le clioquinol est formule pour 
Tadministration orale. 

34 Utilisation selon les revendications 13 et 15 ou le clioquinol est formule pour 
30 Tadministration parenterale. 
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35 Utilisation selon les revendications 13 et 15 ou la phanquinone est formulee pour 
radministration orale. 

36 Utilisation selon les revendications 13 et 15 on la phanquinone est formulee pour 
radministration parenterals 

5 37 Utilisation selon les revendications 13 et 15 ou la combinaison du clioquinol et de la 
phanquinone est formulee pour radministration orale. 

38 Utilisation selon les revendications 13, et 15 ou la combinaison du clioquinol et de 
la phanquinone est formulee pour radministration parenterals 
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